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ABSTRAK 
Spons Callyspongia sp. merupakan salah satu biota laut yang banyak tersebar diperairan pulau Barang Lompo 
Sulawesi Selatan. Spons ini menarik untuk diteliti bioaktivitas dari fraksi proteinnya. Protein tersebut diisolasi dengan 
menggunakan buffer Tris (hidroksimetil) amino metana. Ekstrak kasar difraksinasi dengan penambahan amonium sulfat pada 
tingkat kejenuhan 0-20%, 20-40%, 40-60%, dan 60-80%. Pemurnian protein dilakukan dengan cara dialisis menggunakan 
kantong selofan. Kadar protein ditentukan berdasarkan metode Lowry. Jumlah protein tertinggi terdapat pada fraksi 60-80% 
sebesar 290,4 mg. Pengujian aktivitas antioksidannya menggunakan metode DPPH dengan spektrofotometri UV-Vis diamati 
absorbansinya pada λ = 500 nm. Aktivitas antioksidan yang kuat terdapat pada fraksi protein 0-20% kejenuhan dengan nilai 
IC50 sebesar 61,62µg/mL. Sedangkan aktivitas antioksidan yang sangat kuat ditunjukkan oleh fraksi protein   20-40%, 40-60%, 
dan 60-80% kejenuhan dengan nilai IC50 masing-masing sebesar 28,76 µg/mL, 13,90 µg/mL, dan 35,66  µg/mL. Hasil dari 
penelitian menunjukkan masing-masing fraksi protein tersebut terdapat perbedaan aktivitas antioksidan  yang mampu 
mencegah terjadinya proses oksidasi. 
 




Sebagai negara kepulauan yang besar di dunia 
yang memiliki wilayah laut  sangat luas, Indonesia 
memiliki sumber daya alam laut yang besar khususnya di 
provinsi Sulawesi Selatan. Pemanfaatan sumber daya alam 
laut tidak hanya dilakukan melalui penangkapan, tetapi 
juga perlu dikembangkan dengan usaha budidaya. Saat ini 
pengembangan budidaya laut lebih banyak mengarah pada 
ikan-ikan yang bernilai tinggi dan tiram mutiara, sementara 
di perairan Indonesia masih banyak sumber daya alam laut 
yang masih bisa dikembangkan dan mempunyai nilai 
ekonomis tinggi, salah satu sumber daya alam laut tersebut 
adalah ekosistem terumbu karang. Ekosistem terumbu 
karang merupakan bagian dari ekosistem laut yang menjadi 
sumber kehidupan bagi beraneka ragam biota laut. Potensi 
biota laut sebagai sumber bahan antioksidan baru banyak 
diteliti dalam tahun-tahun terakhir, meskipun belum 
sebanyak penelitian terhadap biota darat. Sejarah evolusi 
yang panjang pada biota laut menyebabkan biota laut 
mempunyai keanekaragaman molekul yang sangat tinggi. 
Berbagai jenis senyawa dengan bermacam-macam 
bioaktivitas telah ditemukan dari biota tersebut    (Fallu, 
1991). 
Spons merupakan biota laut yang  hidup  menetap  
di dasar perairan, yang memiliki peran yang cukup penting 
di dalam ekosistem terumbu karang. Selain itu spons 
merupakan salah satu komponen biota penyusun terumbu 
karang yang mempunyai potensi bioaktif yang belum 
banyak dimanfaatkan. Hewan laut ini mengandung 
senyawa aktif yang persentase keaktifannya lebih besar 
dibandingkan dengan senyawa-senyawa yang dihasilkan 
oleh tumbuhan darat (Muniarsih dan Rachmaniar, 1998). 
Spons merupakan biota yang tidak memiliki alat 
gerak sebagai perlindungan diri, sebagai bentuk 
perlindungannya spons melakukan metabolit sekunder. 
Metabolit sekunder merupakan senyawa-senyawa hasil 
biosintetik turunan dari metabolit primer yang umumnya 
diproduksi oleh organisme yang berguna untuk pertahanan 
diri dari lingkungan maupun dari serangan organisme lain, 
sedangkan substansi yang dihasilkan oleh organisme 
melalui metabolisme dasar  serta digunakan untuk 
pertumbuhan dan perkembangan organisme yang 
bersangkutan disebut dengan metabolit primer. Hingga saat 
ini, spons dikenal sebagai biota yang paling banyak 
menghasilkan senyawa bioaktif, seringkali dengan aktivitas 
bioaktif yang tinggi jika dibandingkan dengan biota laut  
lainnya, salah satu famili spons yang memiliki senyawa 
dengan bioaktivitas  tinggi berasal dari Famili 
Callyspongiidae (Sorokin, 1993). 
Pada penelitian ini, kami mengambil spons 
Callyspongia sp. yang merupakan salah satu genus spons 
yang banyak diteliti kandungan dan aktivitas senyawa 
bioaktifnya. Menurut Erhardt dan Moostleiner (1995)  
spons Callyspongia sp.  merupakan salah satu jenis bunga 
karang yang paling banyak ditemukan di perairan 
indonesia. Di dalam spons ini mengandung beberapa 
senyawa metabolit sekunder seperti alkaloid 3-alkilpiridin                      
(Voogd, dkk., 2005), akartepin yang merupakan inhibitor 
dari fosfatidilinositol (Fukami, dkk., 1997), meroterpenoid 
sulfat dan masih banyak lagi jenis senyawa bioaktif yang 
dapat ditemukan dalam spesies ini (Gray, dkk., 2006). 
Spons ini memiliki struktur permukaan tubuh 
yang berpori-pori sehingga ia dimasukkan kedalam filum 
porifera, Kebanyakan dari spesies spons hidup di air laut, 
dan tidak mempunyai jaringan atau organ yang sejati. 
Bentuk dan ukurannya sangat bervariasi. Pola 
pertumbuhan sangat dipengaruhi oleh keadaan substrat 
(Romimohtarto, 2007). 
Mengingat pentingnya fungsi antioksidan bagi 
tubuh manusia, maka diperlukan suatu penelitian mengenai 
aktivitas antioksidan yang terdapat pada spons 
Callyspongia sp. Penelitian sebelumnya diketahui bahwa 
spons Callyspongia sp. mempunyai aktivitas antioksidan 
karena spons ini banyak mengandung senyawa alkaloid 
yang memiliki aktivitas antioksidan. Akan tetapi pada 
penelitian ini, diharapkan muncul pengetahuan dan 
informasi mengenai aktivitas antioksidan dari kelompok 
protein bioaktif dari Callyspongia sp. yang berasal dari 
pulau Barang Lompo Sulawesi Selatan yang dapat 




1 Isolasi Protein Bioaktif Spons 
Spons Callyspongia sp. dipotong-potong kecil 
lalu ditimbang sebanyak 500 g berat segar, dihaluskan 
dengan blender menggunakan 500 mL pelarut buffer A, 
kemudian disaring dengan kain saring. Kemudian filtrat 
yang di peroleh dibeku-cairkan sebanyak 2-3 kali lalu 
disentrifugasi pada 6000 rpm 4 
o
C selama 30 menit, 
selanjutnya supernatannya difraksinasi. 
 
2 Fraksinasi 
 Ekstrak kasar sampel spons difrasinasi dengan 
menggunakan amonium sulfat pada tingkat kejenuhan 
masing-masing : 0-20%, 20-40%, 40-60% dan 60-80%, 
kemudian disentrifugasi dengan kecepatan 10000 rpm 
dengan suhu 4 
o
C selama 30 menit. 
 
3 Dialisis 
 Endapan-endapan yang diperoleh setelah 
fraksinasi dari masing-masing tingkat kejenuhan amonium 
sulfat ditambahkan 5 mL buffer B kemudian didialisis 
dalam sejumlah buffer C.  
Masing-masing fraksi protein tersebut dimasukkan dalam 
kantong selofan dengan dipastikan bahwa kantong selofan 
itu tidak bocor atau rusak. Selofan yang telah diisi dengan 
fraksi protein dimasukkan ke dalam gelas kimia yang berisi 
larutan buffer C lalu diaduk dengan pengaduk magnetic 
stirrer. Dialisis terus dilakukan sampai larutan buffer C 
tidak berwarna lagi. 
 
4 Penentuan Kadar Protein 
 Penentuan kadar protein ditentukan berdasarkan 
metode Lowry dengan menggunakan bovine serum 
albumin (BSA) sebagai standar. Kedalam gelas kimia 
dimasukkan 4 mL larutan sampel ditambahkan 5,5 mL 
pereaksi Lowry B, dihomogenkan lalu dibiarkan selama 
10-15 menit pada suhu kamar, selanjutnya ditambahkan 
0,5 mL pereaksi Lowry A, dihomogenkan dan dibiarkan 
selama 30 menit. Diukur absorbannya pada max. 
Penentuan kadar protein dilakukan dengan cara 
mensubtitusikan absorbansi larutan kedalam persamaan 
regresi kurva kalibrasi larutan standar protein. 
 
5 Uji Aktifitas Antioksidan 
Metode DPPH (1,1-difenil-2-pikrilhidrazil) 
Fraksi protein 0-20% kejenuhan dengan variasi konsentrasi 
30 µg/mL, 35 µg/mL, 40 µg/mL, 45 µg/mL dan 50 µg/mL, 
lalu masing-masing dimasukkan ke dalam Labu ukur         
5 mL, Kemudian ditambahkan 0,5 mL larutan DPPH       
0,1 mM. Volume dicukupkan sampai 5 mL, kemudian 
diinkubasi pada suhu 37
0
C selama 30 menit, selanjutnya 
serapannya diukur pada panjang gelombang maksimum. 
Perlakuan yang sama dilakukan pada masing-masing fraksi 
20-40%, 40-60%, dan 60-80%. Dilakukan juga pengukuran 
absorbansi blanko. Hasil penetapan antioksidan 
dibandingkan dengan vitamin C sebagai control positif. 
Besar daya antioksidan dihitung dengan rumus: 
 
 
% Aktivitas Antioksidan  = 
                                    
                  
 x 100 % 
 
HASIL DAN PEMBAHASAN 
 
1 Ekstraksi, Isolasi dan Penentuan Kadar Protein dari 
Spons 
Biota laut (sampel) yang berupa spons 
Callyspongia sp. yang pengambilannya pada bulan Mei 
2013 dilakukan di sekitar pulau Barang Lompo, Sulawesi 
Selatan. Sampel dibersihkan kemudian dipotong-potong 
kecil lalu ditimbang sebanyak 500 gr berat segar. 
Dihaluskan dengan blender menggunakan pelarut buffer A, 
dimaksudkan untuk memecahkan sel-sel sehingga protein 
yang terdapat dalam sel bisa larut dalam pelarut buffer. 
Proses pemecahan sel dibantu dengan penambahan Triton 
X-100 dimana secara kimia dapat membantu proses lisis 
sel dengan menegangakan plasma sehingga dengan 
gesekan fisik sedikit saja sel akan terpecah. Selanjutnya 
disaring dengan kain penyaring untuk memisahkan antara 
ampas sel/jaringan dengan filtrat, kemudian filtrat yang 
diperoleh dibeku-cairkan sebanyak 2-3 kali, tujuannya agar 
semua sel bisa pecah dengan sempurna. Lalu disentrifugasi 
pada kecepatan 6000 rpm pada suhu 4 
o
C selama 20 menit 
supaya sisa pecahan sel dapat terpisah lebih sempurna, 
selanjutnya supernatannya difraksinasi. 
Ekstrak kasar dengan volume 750 mL difraksinasi 
dengan menggunakan amonium sulfat pada tingkat 
kejenuhan masing-masing: 0-20 % (F1), 20-40 % (F2), 40-
60 % (F3), 60-80 % (F4).  Hal ini bertujuan untuk 
memisahkan jenis protein berdasarkan tingkat kelarutan 
dan jumlah gugus-gugus hidrofob yang terdapat pada 
asam-asam amino penyusun protein. Penambahan garam 
amonium sulfat pada konsentrasi rendah ke konsentrasi 
tinggi pada setiap tingkat fraksi, berbeda juga jenis protein 
yang mengendap karena molekul air yang berikatan 
dengan ion-ion garam semakin banyak sehingga terjadi 
penarikan selubung air yang mengelilingi permukaan 
protein, ini mengakibatkan protein saling berinteraksi, 
beragregasi, dan kemudian mengendap. 
Endapan protein F1, F2, F3, dan F4 yang 
dihasilkan setelah fraksinasi pada berbagai tingkat 
kejenuhan amonium sulfat kemudian dilarutkan dengan 
sejumlah buffer B yang volumenya sama tiap fraksi. 
Selanjutnya masing-masing suspensi fraksi protein 
dimasukkan ke dalam kantong selofan. Selofan yang telah 
terisi suspensi fraksi protein dimasukkan ke dalam gelas 
kimia yang berisi larutan buffer C, tujuannya agar garam 
amonium sulfat dan garam lain yang ada dalam ekstrak 
bisa melewati membran selofan karena perbedaan 
konsentrasi pelarut yang ada di dalam dan di luar kantong 
selofan. Hal ini mengikuti prinsip difusi osmosis sambil 
diaduk dengan pengaduk magnetik stirer dimaksudkan 
untuk mempercepat proses pemurnian protein, dan 
dilakukan pada suhu rendah agar protein tidak rusak dan 
tetap dalam keadaan stabil.  
Setelah proses pemurnian selesai, dilanjutkan 
dengan penentuan kadar protein spons Callyspongia sp. 
berdasarkan metode Lowry (Colowick dan Kaplan, 1957) 
menggunakan bovine serum albumin (BSA) sebagai 
larutan standar. Dalam penentuan kadar protein ini 
didasarkan pada reaksi protein dengan asam fosfotungstat-
fosfomolibdat pada suasana alkalis akan memberikan 
warna biru yang mana intensitas dari warnanya bergantung 
pada pengenceran masing-masing fraksi protein. 
Selanjutnya kita dapat mengukur absorbannya dengan 
menggunakan spektrofotometer UV-Vis.  Larutan Lowry 
yang digunakan pada percobaan ini ada dua macam yaitu 
Lowry A dan Lowry B. Pada pembuatan pereaksi Lowry A 
digunakan larutan folin-clocalteus yang diencerkan dengan 
menggunakan aquades dengan perbandingan 1 : 1, 
sedangkan pada pembuatan pereaksi Lowry B yaitu 
campuran antara NaCO3 dalam NaOH 0,1 N, CuSO4.5H20 
1%, dan Na-K-tartat 2% dengan perbandingan 100 : 1 :1. 
Bahan-bahan dalam pereaksi Lowry B ini memiliki fungsi 
yang berbeda-beda, dimana CuSO4 disini mereduksi 
fosfotungstat-fosfomolibdat, Na-K-tartat berfungsi 
mencegah terjadinya pengendapan kupro oksida dalam 
reagen Lowry B, sedangkan NaCO3 digunakan sebagai 
garam yang mengkoordinasikan reaksi dalam suasana basa 
bersama dengan NaOH. Adapun masing-masing tingkat 
kejenuhan (NH4)SO4 pada pola distribusi protein tiap 
fraksi dapat dilihat pada Tabel 1. 
 
 











750 27,15  20362,5 
2 0-20 % 34  7,95  
270,3 
3 20-40 % 32 
0,055 1,76 
4 40-60 % 27,5 
0,058 1,59  
5 60-80 % 37 
7,85  290,4 
Pada Tabel 1 menunjukkan bahwa konsentrasi 
protein berbeda-beda pada tiap fraksi. Perbedaan 
konsentrasi protein pada tiap fraksi mengindikasikan 
adanya perbedaan kelarutan protein dalam air. Protein yang 
kelarutannya kurang dalam air maka terlebih dahulu 
mengendap dibandingkan protein yang kelarutannya lebih 
tinggi dalam air. Konsentrasi protein tertinggi pada spons 
callyspongia sp. ditemukan pada fraksi 60-80% (F4) 
dengan total protein 290,4 mg. Dari data tersebut dapat 
diduga bahwa protein pada spons Callyspongia 
sp.merupakan jenis protein yang kelarutannya cukup tinggi 
dalam air. 
 
2 Uji Bioaktivitas Antioksidan dari masing-masing 
Fraksi Protein Spons Callyspongia sp. 
Senyawa antioksidan secara umum didefinisikan 
sebagai suatu senyawa yang dapat menunda, 
memperlambat atau mencegah terjadinya proses oksidasi, 
dengan mengikat radikal bebas dan molekul yang sangat 
reaktif (Winarsi, 2007). Keberadaan senyawa antioksidan 
ini dalam suatu bahan dapat dideteksi dengan melakukan 
uji aktivitas antioksidan. Uji aktivitas antioksidan pada  
spons Callyspongia sp. dilakukan dengan metode uji 
DPPH. 
Metode uji DPPH merupakan salah satu metode 
yang paling banyak digunakan untuk memperkirakan 
efisiensi kinerja dari substansi yang berperan sebagai 
antioksidan (Molyneux, 2004). Senyawa DPPH             
(1,1-difenil-2-pikrilhidrazil)  merupakan radikal bebas 
yang stabil pada suhu kamar dan sering digunakan untuk 
mengevaluasi aktivitas antioksidan beberapa senyawa atau 
ekstrak bahan alam  (Rakesh, dkk., 2010). Senyawa DPPH 
menerima elektron atau radikal hidrogen akan membentuk 
molekul diamagnetik yang stabil. Interaksi antioksidan 
dengan DPPH baik secara transfer elektron atau radikal 
hidrogen pada DPPH, akan menetralkan karakter radikal 
bebas dari DPPH (Suratmo, 2009). 
Metode uji aktivitas antioksidan dengan 
menggunakan radikal bebas DPPH dipilih karena 
merupakan metode yang sederhana, mudah, dan 
menggunakan sampel dalam jumlah yang sedikit dengan 
waktu yang singkat (Hanani, dkk., 2005). Metanol dipilih 
sebagai pelarut karena metanol dapat melarutkan kristal 
DPPH        (Molyneux, 2004). Metanol juga cenderung 
lebih murah dibanding pelarut organik yang lain 
(Andayani, dkk., 2008). 
Adanya aktivitas antioksidan dari sampel 
mengakibatkan perubahan warna pada larutan DPPH 
dalam metanol yang semula berwarna violet pekat menjadi 
kuning pucat (Andayani, dkk., 2008). Fraksi protein  spons 
Callyspongia sp. dalam penelitian ini menunjukkan warna 
hijau. Perubahan warna yang mengindikasikan adanya 
reaksi peredaman radikal bebas DPPH oleh senyawa 
antioksidan pada larutan asam askorbat dan larutan fraksi 
protein Callyspongia sp. 
Pada penelitian ini, pengujian aktivitas 
antioksidan dilakukan terhadap masing-masing fraksi 
protein dibuat dengan berbagai variasi konsentrasi, 
kemudian diukur absorbansi pada panjang gelombang 500 
nm dan absorbansi kontrol sebesar 0,504. Absorbansi yang 
diperoleh dihitung aktivitas antioksidannya. Hasil 
perhitungan aktivitasnya dapat dilihat pada Tabel 2. 
 
Tabel 2. Hasil aktivitas antioksidan fraksi 0-20% (F1), fraksi 20-40% (F2), fraksi 40-60%, fraksi 60-80% (F4) dan Asam 






Aktivitas (% Inhibisi) 
Fraksi Protein Pembanding 
0-20% 20-40% 40-60% 60-80% Asam askorbat 
1 30 57,14 50,79 56,34 45,03 63,29 
2 35 57,53 54,16 58,33 49,60 66,86 
3 40 58,73 58,33 61,90 53,96 70,23 
4 45 59,72 63,29 63,09 58,13 73,21 
5 50 61,90 64,48 64,28 60,91 74,60 
Pengujian aktivitas antioksidan dari masing-
masing fraksi protein menghasilkan hubungan antara 
konsentrasi fraksi protein yang digunakan dengan persen 
inhibisinya. Aktivitas antioksidan penangkap radikal 
DPPH fraksi 0-20% (F1), fraksi 20-40% (F2), fraksi 40-
60% (F3), fraksi 60-80% (F4) dan asam askorbat 
ditunjukkan pada Gambar 3. 
 
 
Gambar 3. Diagram aktivitas antioksidan penangkap radikal DPPH fraksi 0-20% (F1), fraksi 20-40% (F2), fraksi 40-60% (F3), 




















Persen inhibisi adalah kemampuan suatu bahan 
untuk menghambat aktivitas radikal bebas, yang 
berhubungan dengan konsentrasi suatu bahan uji. Persen 
inhibisi ini didapatkan dari perbedaan serapan antara 
absorban DPPH dengan absorban       sampel yang diukur 
dengan spektrofotometer UV-Vis (Andayani, dkk., 2008). 
Parameter yang dipakai untuk menunjukkan aktivitas 
antioksidan adalah Inhibition Concentration (IC50) yaitu 
konsentrasi suatu zat antioksidan yang dapat menyebabkan 
50% DPPH kehilangan karakter radikal atau konsentrasi 
suatu zat antioksidan yang memberikan persen 
penghambatan 50% (Suratmo, 2009). Semakin kecil nilai 
IC50 berarti aktivitas antioksidannya semakin tinggi 
(Molyneux, 2004). Hasil uji aktivitas antioksidan masing-
masing fraksi dan asam askorbat dapat dilihat pada     
Tabel 4. 
 































y = 0,234x + 35,58 





















y = 0,730x + 29,00 




















y = 0,412x + 44,27 






















y = 0,805x + 21,29 





















y = 0,579x + 46,46 





Hasil uji aktivitas antioksidan menggunakan 
metode DPPH menunjukkan bahwa masing-masing fraksi 
protein dengan pelarut metanol mempunyai IC50 seperti 
yang ditunjukkan pada Tabel 4. Untuk fraksi 0-20% (F1) 
mempunyai nilai IC50 sebesar 61,62 µg/mL, fraksi 20-40% 
(F2) mempunyai nilai IC50 sebesar 28,76 µg/mL, fraksi 40-
60% (F3) mempunyai nilai IC50 sebesar 13,90 µg/mL, dan 
fraksi 60-80% (F4) mempunyai nilai IC50 sebesar 35,66 
µg/mL, sedangkan untuk asam askorbat mempunyai nilai 
IC50 sebesar 6,11 µg/mL. Suatu senyawa dikatakan sebagai 
antioksidan sangat kuat apabila nilai IC50 kurang dari       
50 µg/mL, kuat apabila nilai IC50  antara 50-100 µg/mL, 
sedang apabila nilai IC50 berkisar antara 100-150 µg/mL, 
dan lemah apabila nilai IC50 berkisar antara 150-200 
µg/mL (Molyneux, 2004).   
Hasil dari penelitian ini, terdapat satu fraksi yang 
memiliki aktivitas antioksidan yang kuat karena nilai IC50-
nya lebih dari 50 µg/mL yaitu fraks 0-20% (F1), 
sedangkan tiga fraksi yaitu Fraksi 20-40% (F2), fraksi 40-
60% (F3) dan fraksi 60-80% (F4) memiliki aktivitas 
antioksidan yang sangat kuat karena nilai    IC50-nya 
kurang dari 50 µg/mL. Hal ini jauh berbeda dengan 
aktivitas antioksidan asam askorbat, yang aktivitas 
antioksidannya lebih kuat dari senyawa bioaktif 
antioksidan yang terdapat pada keempat fraksi spons 
callyspongia sp. ini ditunjukkan dengan nilai IC50 asam 
askorbat yang jauh lebih kecil dari IC50 fraksi protein 
spons callyspongia sp.   
Hal tersebut dapat terjadi karena fraksi protein 
spons callyspongia sp yang digunakan dalam penelitian ini 
masih tergolong sebagai fraksi protein kasar. Fraksi protein 
ini masih mengandung senyawa lain yang bukan 
merupakan senyawa antioksidan. Senyawa lain tersebut 
ikut terekstrak dalam pelarut selama proses ekstraksi. 
Senyawa-senyawa ini dapat meningkatkan nilai rendemen 
fraksi protein, tetapi tidak dapat meningkatkan aktivitas 
antioksidan fraksi protein tersebut sedangkan untuk asam 
askorbat merupakan senyawa murni. Pada penelitian ini, 
terlihat ada sedikit perbedaan yang signifikan antara fraksi 
0-20% (F1), Fraksi 20-40% (F2), fraksi 40-60% (F3) dan 
fraksi 60-80% (F4), masing-masing fraksi protein memiliki 
kekuatan penghambat yang berbeda-beda antara satu 





Dari hasil penelitian ini dapat disimpulkan bahwa 
spons Callyspongia sp.  mengandung senyawa bioaktif dari 
kelompok protein yang diisolasi dan diendapkan 
berdasarkan perbedaan kelarutannya di dalam air, serta 
masing-masing fraksi protein mempunyai aktivitas 
antioksidan yang mampu mencegah terjadinya proses 
oksidasi. Aktivitas antioksidan yang sangat kuat terdapat 




Penelitian ini masih menggunakan fraksi protein  
yang  masih mengandung senyawa lain yang bukan 
merupakan senyawa antioksidan sehingga untuk penelitian 
selanjutnya perlu dilakukan pemurnian lagi dan pengujian 
aktivitas antioksidan dari ekstrak murni tersebut. Penelitian 
ini juga hanya mengetahui kadar protein Callyspongia sp. 
yang didapat sehingga tidak diketahui jenis asam amino 
yang terdapat di dalamnya. Analisis asam amino 
diperlukan untuk mengetahui jenis-jenis asam amino yang 
terdapat pada Callyspongia sp. karena asam amino juga 
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